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戴均贵 o朱蔚华 3 o吴蕴祺 o胡  秋 o张大勇

k中国医学科学院 !中国协和医科大学药物研究所 o北京 tsssxsl

摘要  目的 }探索前体及真菌诱导子对银杏悬浮培养细胞产生银杏内酯 �的影响 ∀方法 }通过向培养基中补加

前体及真菌诱导子 o考察它们对悬浮培养细胞生物量及银杏内酯 �产量的影响 ∀结果 }于培养基中添加 tss °ª#�p t

异戊二烯及低浓度kts °ª#�p t oxs °ª#�p tl的 牛儿醇能提高 ���的产量 o分别比对照增加了 y| h otv1{ h 和

tt1w h ∀从 ts种真菌诱导子中筛选出效果较好的日本根霉诱导子 o当添加浓度为 x °ª �∞#�p t o诱导培养 v §时 o

悬浮细胞的 ���产量比对照增加约 t倍 ∀结论 }在银杏悬浮细胞培养过程中 o添加前体物质及应用真菌诱导子是提

高银杏内酯 �的有效手段之一 ∀

关键词  前体 ~诱导子 ~悬浮细胞培养 ~银杏内酯 �~银杏

  银杏k Γινκγο βιλοβα �ql所含的萜内酯主要有

银杏内酯k�¬±®ª²̄¬§̈¶o��¶l � o�o≤ o�o� 和白果内

酯k�¬̄²¥¤̄¬§̈ o��l o均为该种植物所特有 ∀ ��k尤

其是 ���l是天然的血小板活化因子受体特异拮抗

剂 o对治疗哮喘 !内毒素休克 !器官移植排斥反应 !心

脑血管疾病及多种炎症均有较好的效果 ∀迄今 o银

杏萜内酯来源于银杏叶 o人们试图通过其他途径生

产银杏萜内酯 o如化学合成 !植物组织与细胞培养技

术 ∀通过组织与细胞培养技术生产银杏内酯是一条

较为有效的途径 ∀

在植物细胞培养中 o向培养基中加入目的化合

物生物合成的前体及应用真菌诱导子是提高有用次

生代谢产物产量的有效途径 ∀目前在银杏细胞培养

的研究中 o尚未见与此有关的报道 ∀本文试验了几

种前体及 ts种真菌种诱导子对银杏悬浮细胞合成

银杏内酯的影响 ∀

材 料 与 方 法

试验材料及培养方法

试验材料为培养约 ts 代次的 �≥2�悬浮细胞

系 o接种前将足够量的种子细胞混合 o静置数分钟 o

弃去上层培养液 o用筛状接种勺捞出一定量的细胞

培养物 o滤干培养物后接入 xss °�三角瓶中培养 ∀

收稿日期 }t|||2sz2sz
3联系人  ×¨̄ }kstslyvtyxt|x oƒ¤¬}kstslyvstzzxz o

∞2°¤¬̄}º«½«∏�¬°° q¤¦q¦±

每瓶盛装培养基 tus °�o接种量为干细胞#�pt x1s

ªo培养基为 � ≥ n ���ks1x °ª#�p tl n y2��ks1x

°ª#�ptl n u ow2⁄ks1u °ª#�ptl o黑暗摇床振荡培

养 o摇床转速为 tus µ#°¬±p t o培养温度为kuv ?

ul ε ∀

前体试验

不同浓度的 牛儿醇kª̈µ¤±¬²̄ o≥¬ª°¤l !异戊二

烯k¬¶²³µ̈±̈ oƒ ∏̄®¤l于接种时通过过滤灭菌加入 ∀

真菌诱导子试验

1  诱导子的制备  真菌培养基为改良 °⁄�培

养基 o组成成分 }马铃薯kuss ª#�p tl o葡萄糖kus

ª#�ptl o� ª≥�w #z�u � ks1x ª#�p tl o�u �°�w kt1s

ª#�ptl o琼脂ktx ª#�p tl ∀用接种针将畸雌腐霉

k Πψτηιυ µ ιρρεγυλαρε l !冠 毛 犁 头 霉 k Αβσιδια

χρισταταl !日本根霉k Ρηιζοπυσϕαπονιχυσl !轮枝孢霉

k ςερτιχιλλιυ µ δαηλιαε l !小刺青霉 k Πενιχιλλιυ µ

σπινυλοσυ µl !腐皮镰孢霉k Φασαριυ µ σολανιl !米曲

霉 k Ασπεργιλλυσ ορψζαε l !桔 青 霉 k Πενιχιλλιυ µ

χιτρινυ µl !鲁氏毛霉k Μυχορ ρουξιανυσl等 |种真菌

接种在上述培养基上 o于kuv ? ul ε 下黑暗培养 v §

后 o挑取菌丝接种在上述去掉琼脂的液体培养基中 o

在黑暗下摇床培养ktus µ#°¬±p tl z §后抽滤收取

菌丝 o用蒸馏水清洗 v次 ∀清洗后的菌丝加等体积

的蒸馏水匀浆 o抽滤得菌丝提取液 otut ε 消毒 ux

°¬±即得 ~酵母诱导子的制备是将酵母提取物用蒸

馏水溶解消毒后即得 ∀

2  诱导子的加入  诱导子的加入量按菌液或

溶液中含糖量计算 o单位为 °ª �∞#�p t kª̄∏¦²¶̈
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΅ ∏¬√¤̄ ±̈·o葡萄糖当量l o糖含量的测定按硫酸2酚

法≈t  ∀不同诱导子试验时 o诱导子均于细胞悬浮培

养到第 t{ §时按不同浓度加入 ~诱导子诱导时间试

验从 s §开始 o每隔 v §按 x1s °ª �∞#�pt的浓度向

培养基中加入日本根霉菌丝提取液 ∀

取样

除在进行悬浮细胞培养的动态变化研究中每 v

§取样 t次外 o其他试验均于细胞培养到第 ut §时

收取 ∀

数据处理

1  细胞生物量计算  细胞生物量 kª⁄•

ª#�ptl �每瓶收获细胞干重kªl ≅ tsssrtus ∀

2  培养物中 Γ ΚΒ含量的测定  经滤纸滤得的

细胞培养物于 xs ε 下烘干至恒重 o余下处理及测定

方法按文献≈u 进行 ∀

3  培养基中 Γ ΚΒ的提取及测定  收获时用滤

纸滤去培养物 o得到无细胞的培养液 o用等量乙酸乙

酯萃取 o减压蒸干后用适量甲醇定容 o按文献≈u 进

行 ���含量的测定 ∀

4  Γ ΚΒ产量的计算  ���产量k°ª#�ptl �

细胞培养物中 ���产量k°ª#�p tl n细胞培养液中

���产量k°ª#�ptl ∀

所有试验均为 v个重复 ∀

结 果

1  银杏细胞系 ΓΣ2Ι悬浮培养的动力学研究

对银杏细胞悬浮体系 �≥2�进行了生长 !���

积累的动力学研究 o结果k图 tl表明 o悬浮细胞系

�≥2�的生长没有经历延迟期且速度较快 o整个周期

经历了 w个主要阶段 o即 tl快速生长期ks ∗ v §l }

细胞生长较快 o生物量约增加了 t倍 ~ul缓慢生长期

kv ∗ | §l }细胞生长较为缓慢 o生物量增加较少 ~vl

指数生长期k| ∗ t{ §l }细胞生长速度比前一时期

明显加快 o生物量显著增加 o在 t{ §时达到了最高

生物量kut1y ª#�p tl o约为起始接种的 w1x倍 ~wl静

止期kt{ ∗ ut §l }细胞在这一时期呈负增长 o生物

量略有下降 ∀细胞中 ���的产量在整个生长周期

的变化趋势与细胞生长趋势一致 o也分为 v个时期 ~

而培养液中的 ���产量呈缓慢增加趋势 o总产量的

变化趋势与其生长及细胞中 ���产量的变化趋势

一致 o于第 ut §达到最高 o约为 tt °ª#�pt o据此在

以后的试验中均于培养第 ut §收获 ∀

ƒ¬ªt  �¬±̈ ·¬¦¶²©·«̈ ¦̈¯̄ ªµ²º·«o ��� ¦²±·̈±·¶

¬± �≥2� ¦̈¯̄ ¶∏¶³̈ ±¶¬²± ¦∏̄·∏µ̈ ²© Γινκγο βιλοβα q

υ ) υ �¬²°¤¶¶rª ⁄• # �p t ~ ω ) ω ��� ¼¬̈ §̄ ¬±

¦̈¯̄¶r°ª# �pt ~ ≅ ) ≅ ��� ¼¬̈ §̄ ¬± ° §̈¬∏°r

°ª#�p t ~ 3 ) 3 ×²·¤̄ ��� ¼¬̈ §̄r°ª#�pt q

2  前体异戊二烯 ! 牛儿醇对银杏悬浮细胞系 ΓΣ2

Ι生长及 Γ ΚΒ形成的影响

银杏内酯是萜类化合物 o而异戊二烯 ! 牛儿醇

是萜类物质生物合成的前体 o在培养基中分别添加

不同浓度的上述前体对银杏悬浮细胞系 �≥2�生长

及 ���积累的影响结果k表 tl表明 otl在培养基中

添加 tss °ª#�pt的异戊二烯 o对细胞的生长及

���的积累均有较好的促进作用 o生物量比对照增

加 ww h o总产量为对照的 t1y|倍 ∀ul高浓度kxss

°ª#�ptl的 牛儿醇对细胞的生长有着很强的抑制

作用 o其生物量仅为对照的 xv h ~而低浓度kts oxs

°ª#�ptl 牛儿醇对细胞培养物中 ���的积累和

���总产量有一定的促进作用 ∀

3  真菌诱导子对银杏悬浮细胞系 ΓΣ2Ι生长及

Γ ΚΒ形成的影响

3 .1  不同真菌诱导子对银杏悬浮细胞系 ΓΣ2Ι生长

及 Γ ΚΒ形成的影响

在细胞培养至第 t{ §时 o以不同浓度加入不同

真菌诱导子 o结果k表 ul表明 ots种诱导子的效果不

同 ∀不同浓度的真菌诱导子对细胞的生长没有产生

明显的影响 o但对细胞中 ���的积累均有不同程度

的抑制作用 o并且促进 ���向培养基中分泌 ∀其中

日本根霉k Ρ . ηιζοπυσϕαπονιχυl的作用最明显 o当加

入浓度为 x1s °ª �∞#�pt时细胞中 ���的含量最

高 o但当浓度为 us1s °ª �∞#�p t时 o培养液中 ���

的分泌量最高 o从 ���总产量看 o则在浓度为 x1s

°ª �∞#�p t时为最高 o同时在所有处理中 ���产

量也是最高的 o因而采用 x1s °ª �∞#�pt日本根霉

提取液作为诱导子作进一步的试验研究 ∀
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Ταβ 1  Εφφεχτσ οφισοπρενεανδ γερανιολ ον τηε γροωτη ανδ Γ ΚΒ φορµατιον ιν ΓΣ2Ι χελλσυσπενσιον χυλτυρε

οφ Γινκγο βιλοβα

°µ̈¦∏µ¶²µ¶
≤²±¦̈±·µ¤·¬²±

r°ª#�p t

�¤µ√ ¶̈·§µ¼ ¦̈¯̄¶

r°ª#�p t

��� ¼¬̈ §̄¬± ¦̈¯̄¶

r°ª#�p t

��� ¼¬̈ §̄¬± ° §̈¬∏°

r°ª#�p t

×²·¤̄ ��� ¼¬̈ §̄

r°ª#�p t

�¶²³µ̈±̈ sk≤�l ty1v ? t1vy u1x{ ? s1zu |1zu ? s1zx tu1vs ? v1s{

ts ty1w ? s1{| w1ys ? t1sw 3 tu1wy ? u1st tz1sy ? y1yt 3

xs t{1x ? w1zy w1zs ? s1{v 3 tu1yy ? v1t| tz1vy ? t1sv 3

tss uv1x ? u1xz 3 ts1t ? v1ut 3 3 ts1xy ? v1|z us1{ ? w1{ 3

uss tx1y ? t1yy v1zy ? s1zw tt1zz ? v1|x tx1vy ? v1v{ 3

xss tx1u ? t1tw w1|v ? t1su 3 |1zv ? t1zu tw1yy ? u1yx

� µ̈¤±¬²̄ ts tz1t ? s1|| x1vs ? t1vv 3 ts1zv ? t1x| ty1sv ? s1ws 3

xs tz1t ? t1ux w1sv ? s1u| 3 |1|v ? u1{v tw1s ? v1s|

tss t|1t ? w1vu u1xt ? s1tw ts1xx ? v1wt tu1|| ? v1wt

uss tx1z ? s1xv t1w{ ? s1u{ 3 tt1zy ? v1zv tv1uv ? v1{z

xss {1z ? s1zu s1yz ? s1tu 3 ts1vx ? u1vw tt1su ? u1wy

�²·̈¶}�¤¶¤̄ ° §̈¬∏° º¤¶ � ≥ n ��� s1x °ª#�p t n y2�� s1x °ª#�p t n u ow2⁄s1u °ª#�p t ~⁄• � §µ¼ º ¬̈ª«·~⁄¤·¤�

hξ ? σ~ ν � v ~ τ2·̈¶·o√¶¦²±·µ²̄ } 3 Π� s1sx o 3 3 Π� s1st q

Ταβ 2  Εφφεχτσ οφ 10 φυνγι ελιχιτορσ ον τηε γροωτη ανδ Γ ΚΒ φορµατιον ιν ΓΣ2Ι χελλσυσπενσιον χυλτυρε οφ

Γινκγο βιλοβα

ƒ∏±ª¬
≤²±¦̈±·µ¤·¬²±

r°ª �∞#�p t

�¤µ√ ¶̈·§µ¼ ¦̈¯̄¶

r°ª#�p t

��� ¼¬̈ §̄¬± ¦̈¯̄¶

r°ª#�p t

��� ¼¬̈ §̄¬± ° §̈¬¤

r°ª#�p t

×²·¤̄ ���¼¬̈ §̄

r°ª#�p t

≤� s tz1t ? t1vv tx1sv ? u1sx u1wy ? s1vs tz1w| ? u1tu

≠ ¤̈¶·̈ ¬·µ¤¦· x tx1t ? u1tw u1vt ? s1wx 3 3 v1xz ? s1wu 3 x1{{ ? s1y{ 3 3

us tx1z ? t1xw ts1u{ ? t1{v v1zz ? t1xw 3 tw1sx ? v1sx

xs tx1v ? t1{u z1vs ? t1uv 3 {1t{ ? u1uv 3 3 tx1w{ ? u1|s

Πψτηιυ µ ιρρεγυλαρε x t{1s ? t1uv |1tu ? t1tw 3 t1ys ? t1wy ts1zu ? t1z| 3

us ty1z ? t1wx tt1tx ? u1tw x1xx ? u1tx 3 tz1zs ? v1tu

xs tz1t ? u1st ts1zy ? t1vt |1ty ? u1vv 3 3 t|1|u ? u1xw

Αβσιδια χριστατα x tz1z ? t1vs y1yx ? s1y{ 3 t1|u ? s1ut 3 {1xz ? s1{x 3 3

us ty1z ? u1st tv1vs ? t1wu v1{y ? s1yv 3 tz1ty ? u1st

xs ty1z ? t1xy tt1sy ? s1|{ v1zt ? s1wx tw1z{ ? t1x{

Ρηιζοπυσϕαπονιχυ x tx1z ? t1vu tt1zv ? s1{z us1xy ? v1xy 3 3 vu1u| ? x1tu 3 3

us tz1z ? t1ux x1zu ? s1xw 3 3 uy1u{ ? w1tu 3 3 vu1s ? w1xy 3 3

xs tx1w ? u1sv y1|s ? t1uv 3 z1ux ? t1|{ 3 3 tw1tx ? u1vx

ςερτιχιλλιυ µ δαηλιαε x ty1x ? t1x{ z1u| ? s1{x 3 y1wy ? s1wx 3 tv1zx ? t1uw

us tz1t ? t1yz |1ty ? t1ty 3 |1ty ? u1wx 3 3 t{1vu ? v1wx

xs ty1w ? u1ux |1vx ? t1xw 3 tw1wz ? u1xy 3 3 uv1{u ? x1ut 3

Πενιχιλλιυ µ σπινυλοσυ µ x ty1y ? u1uy |1y{ ? s1{w 3 y1xv ? s1xt 3 ty1ut ? u1tx

us tx1{ ? u1xw u1|z ? s1vy 3 3 tu1wv ? u1yu 3 3 tx1w ? v1vt

xs tx1u ? t1s{ ts1t{ ? t1u{ tw1uw ? v1tu 3 3 uw1wu ? x1wx 3

Φασαριυ µ σολανι x ty1z ? s1|z v1|y ? s1yu 3 3 s1uu ? s1sw 3 w1ty ? s1xt 3

us tx1| ? v1sx z1|t ? t1tt 3 u1ux ? s1tx ts1ty ? t1su 3

xs ty1t ? t1xt |1|t ? t1wz 3 t1x{ ? s1uw tt1w| ? t1wu 3

Ασπεργιλλυσ ορψζαε x tz1w ? t1vy w1x| ? s1yx 3 v1{{ ? s1vx 3 {1wz ? t1ut 3 3

us tw1s ? v1tu y1z| ? s1z| 3 |1uu ? s1z{ 3 3 ty1st ? u1ww

xs t|1w ? t1xt y1tv ? s1|x 3 z1tt ? s1{x 3 tv1uw ? t1x{

Πενιχιλλιυ µ χιτρινυ µ x tx1{ ? u1vt ts1uw ? t1t{ tx1w| ? u1uz 3 3 ux1zv ? v1xy 3

us ty1y ? t1sx |1z{ ? t1ts ty1|z ? u1x{ 3 3 uy1zx ? v1tx 3

xs t{1s ? u1tv v1{| ? s1wt 3 3 tv1y{ ? u1uv 3 3 tz1xz ? u1tu

Μυχορ ρουξιανυσ x t{1s ? t1tu ts1tw ? t1sx s1yu ? s1s{ 3 ts1zy ? t1ux 3

us t{1u ? s1|y x1|z ? s1yw 3 u1wz ? s1ys {1ww ? t1uu 3 3

xs ty1{ ? t1tx ts1{y ? s1{| x1w| ? s1w{ 3 ty1vx ? u1tv

�²·̈¶}�¤¶¤̄ ° §̈¬∏° º¤¶ � ≥ n ��� s1x °ª#�p t n y2�� s1x °ª#�p t n u ow2⁄s1u °ª#�p t ~⁄• � §µ¼ º ¬̈ª«·~⁄¤·¤

� hξ ? σ~ ν � v ~ τ2·̈¶·o√¶¦²±·µ²̄ } 3 Π� s1sx o 3 3 Π� s1st q

#vxt#药学学报 �¦·¤ °«¤µ°¤¦̈∏·¬¦¤≥¬±¬¦¤usss ovxkulΒtxt ∗ txx



3 .2  不同诱导时间对银杏悬浮细胞系 ΓΣ2Ι生长及

Γ ΚΒ形成的影响

以日本根霉提取液 x1s °ª �∞#�pt作为诱导

子每隔 v §一次加入培养基中 o考察对细胞系 �≥2�

生长及 ���形成的影响 o结果k表 vl表明 o诱导子

在早期ks ∗ y §l加入时不利于 �≥2�细胞培养物的

生长和 ���的产生 o在 | §后加入时 o对细胞生长

的影响不明显 o但细胞中 ���的含量有所提高 o向

培养液中分泌量也增加 o在 t{ §时加入 o不论是细

胞中的含量还是培养液中的含量都达到最高 ∀

Ταβ 3  Εφφεχτσ οφ ινδυχινγ τιµε οφ τηεελιχιτορ ον τηε γροωτη ανδ Γ ΚΒ φορµατιον ιν ΓΣ2Ι χελλσυσπενσιον

χυλτυρε οφ Γινκγο βιλοβα

�±§∏¦¬±ª·¬°¨

r§¤¼¶

�¤µ√ ¶̈·§µ¼ ¦̈¯̄¶

r°ª#�p t

��� ¼¬̈ §̄¬± ¦̈¯̄¶

r°ª#�p t

��� ¼¬̈ §̄¬± ° §̈¬∏°

r°ª#�p t

×²·¤̄ ��� ¼¬̈ §̄

r°ª#�p t

ut tx qv ? t qxw u qt| ? s qux s qvy ? s qst 3 u qxx ? s qux

t{ tu qz ? s qwy 3 t qws ? s quw 3 s qxt ? s qsu 3 t q|t ? s qut

tx tx qy ? s qut s qxz ? s qts 3 3 t qwx ? s qsx u qsu ? s qvu

tu ty qu ? s qtz u qx| ? s qsv t qxu ? s qsw w qtt ? s qwx

| ty qz ? s qz| v qyv ? s qws t qwu ? s qtw x qsx ? s qxt

y ty qy ? s qs| v qx{ ? s quu t qxw ? s qut x qtu ? s qvu

v tz qy ? s qv{ x qwy ? s qut 3 3 u qtu ? s qvu 3 z qx{ ? s qxy 3

sk≤�l t{ qz ? s qwy v qsu ? s qwt t qux ? s qtu w quz ? s qvy

�²·̈¶}�¤¶¤̄ ° §̈¬∏° º¤¶ � ≥ n ��� s1x °ª#�p t n y2�� s1x °ª#�p t n u ow2⁄s1u °ª#�p t ~⁄• � §µ¼ º ¬̈ª«·~⁄¤·¤�

hξ ? σ~ ν � v ~ τ2·̈¶·o√¶¦²±·µ²̄ } 3 Π� s1sx o 3 3 Π� s1st q

讨 论

在进行代谢调控时 o将特定的次生代谢产物前

体对细胞进行饲喂培养 o能刺激产物的生物合成进

而提高次生代谢产物的含量和产量 ∀陈永勤等≈v 

在进行杂种红豆杉k Ταξυσ µεδιαl细胞培养研究的

过程中添加紫杉烷类生物合成前体物质之一 苯

丙氨酸 o在一定程度上促进了细胞合成紫杉烷类物

质的能力 ∀本试验采用了几种前体物质进行饲喂试

验 o结果发现其作用与它们的种类和加入量有关 }

tss °ª#�pt的异戊二烯不仅能促进银杏细胞的生

长 o还可提高 ���的产量 ~ts °ª#�pt的 牛儿醇

能提高 ���的产量 ∀

诱导子对次生代谢的调节是在酶和基因的水平

上进行的 ∀其特定的诱导信号被植物细胞识别 !接

受 o通过细胞内吞或多种第二信使方式在胞内传递 o

提高代谢途径中有关酶的活性或增加酶量 o从而影

响次生产物的产量≈w  ∀诱导处理刺激培养细胞合

成次生产物的作用受诱导子种类和浓度等许多因素

的影响 o不同种类的诱导子所具有的诱导信息类型 !

速度和强度也不同 o本试验的结果也证明了这一点 o

ts种诱导子对银杏细胞形成 ���的效果不同 o不

同浓度的效果也不一样 ∀诱导子的诱导作用依赖于

培养细胞的生理状态 o只有处于一定生长时期的细

胞才能有效地接受诱导信号 o此时诱导子表现为最

高活性 ∀同一诱导子对不同细胞系的效果不一致 o

不同时期的细胞其生理状况不同 o对诱导子的反应

也不同 o许多研究≈x oy 表明 o诱导子在细胞指数生长

期末 !静止期初期加入时对次生代谢物合成的诱导

效果最为明显 ∀本试验也证明诱导子在不同时期加

入 o对细胞生长及 ���的产生有着不同的效应 o对

细胞系 �≥2�来说 o诱导子在细胞培养到细胞指数生

长末 !静止期初期即第 t{ §时加入 o诱导培养 v §o

可使细胞 ���的产量最高 ∀

与其他大部分植物细胞培养相似 o目前利用组

织与细胞培养技术生产银杏内酯存在的主要问题仍

然是 }tl缺乏高产稳定的细胞系 o银杏内酯的产率

低 o达不到商业化生产的要求 ~ul银杏内酯的生物合

成途径及其关键步骤的关键酶还没有完全弄清 o不

能对其生物合成途径进行有目的 !有针对性地调控 ~

vl在放大培养过程中 o细胞生长缓慢 o银杏内酯产量

下降k结果将另文发表l ∀因此 o这几个方面应是今

后努力的方向 ∀
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